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Ⅰ．緒言
　シグナリング分子の働きをするリン脂質誘導体で
あるリゾフォスファチジン酸，血管内皮細胞由来の
ペプチドで強力な血管収縮作用を有するエンドセリ
ン，心臓の収縮力を高め細動脈を収縮させるアンジ
オテンシン II などによる G 蛋白共役型受容体
（GPCR）の活性化に伴って，上皮成長因子受容体
（epidermal growth factor receptor: EGFR）が活性
化される現象を EGFR transactivation と呼ぶ。こ
の過程で EGFR ligands のシェディング（shedding）
が中心的な役割を果たしていることが近年明らかに
なってきている。細胞間情報伝達機能を担う分子群
のある種のものは，細胞外からの刺激に伴って酵素
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要旨
　プロテアーゼ活性型受容体（Protease-activated receptor 2 :PAR-2）と Toll 様受容体（Toll-
like receptor：TLR4）は自然免疫に深く関与している。そして，受容体間で情報の応答（cross-
talk）が行われている。本稿では，マクロファージの IL-12p40産生モデルを用いて，これらの
受容体間のシグナル伝達における協調作用について概説する。
　ヒト末梢血単球を granulocyte macrophage colony-stimulating factor: GM-CSF で刺激すると
PAR-2の発現が経日的に増加する。また，lipopolysacharide: LPS でマクロファージを刺激する
と，Il-12p40の産生が用量依存性に増強する。一方，PAR-2のリガンドであるヒト好中球エラス
ターゼ（human neutrophil elastase: HNE）で刺激してもマクロファージから IL-12p40の産生
増強は認められない。しかし，マクロファージを HNE で前処置後に LPS で刺激すると相乗的
に IL-12p40の産生が増強する現象が認められる。この相乗効果は，TLR4の低分子干渉 RNA
（small interfering RNA: siRNA） を 導 入 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は 消 失 す る。 ま た，
Phospholipase C の阻害剤（U73122）や protein kinase C （PKC）阻害剤（Rottlerin）を投与す
るとこの相乗効果は消失する。β-arrestin 2は G タンパク質共役受容体のエンドサイトーシスに
関与し，そして細胞外シグナル調節キナーゼである extracellular signal-regulated Kinase: 
ERK1/2を活性化する。また，PKC により NADPH oxidases が活性化する。β-arrestin 2，
p22phox，DUOX2，或いは ERK1/2の siRNA をマクロファージに導入すると IL-12p40の産生
は阻害される。TNF receptor associated factor ６（TRAF ６は）TLR シグナルに重要なアダ
プター分子である。この TRAF ６の siRNA を導入すると，IL-12p40の産生が抑制される。
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的な切断を受け，細胞外に放出される。この過程はエ
クトドメイン・シェディング（ectodomain shedding）
と呼ばれ，膜蛋白質を細胞膜にアンカーされた状態
から細胞外に遊離させることで，分子の存在状態を
劇的に変化させる。一方，プロテアーゼ活性化型受
容体 （protease-activated receptors: PARs）の一つ
である PAR-2は好中球エラスターゼ刺激により，
tumor necrosis factor-α　converting enzyme 
（TACE）の活性化或いは活性酸素（reactive oxygen 
species: ROS）の産生に伴い pro-transforming growth 
factor （TGF）- αが切断され EGFR の活性化によ
りムチンが産生されることが報告された１）。
　Toll-like receptor（TLR）は病原体を感知して自
然免疫を作動させる。ヒトでは10種類存在し，ウイ
ルスや細菌などの病原体のもつ特異的分子により活
性化されて二量体を形成することで機能する。また，
EGFR kinase が TLR4シグナルに必要であることが
報告され２），EGFR と TLR の密接な関連性が示唆
された。TLR4は病原体に特徴的な分子を認識する
TLR の1つで，グラム陰性菌の外膜の成分であるリ
ポ多糖（LPS）３）やグラム陽性菌のペプチドグリカ
ン層にあるリポテイコ酸をリガンド４）として認識す
る受容体である。また TLR4と PAR-2の cross-talk
の存在が報告された５）。このような事実より，
PAR-2/EGFR/TLR4のレセプター間の密接な情報
伝達による関連性が示唆される。
　 好 中 球 が 活 性 化 す る と elastase, proteinase 3, 
cathepsin G などの proteases が遊離する。多臓器
不全を引き起こし致死率の高い敗血症を伴う重症急
性膵炎では，血中好中球エラスターゼ濃度が重要な
指標のひとつであることを我々は報告した６）。敗血
症や全身性炎症反応症候群（systemic inflammatory 
response syndrome: SIRS）に伴う病態に対し，選
択的好中球エラスターゼ阻害剤が効果的であること
が報告されている７）。PAR-2の活性化を誘発する
proteases の一つが好中球エラスターゼである。
従って，感染症で活性化された好中球より分泌され
るエラスターゼにより PAR-2が活性化される。更
に感染症はその遷延に伴い PAR-2/EGFR/TLR4の
transactivation により，更に重症化の一途を辿る危
険性がある。本稿では，PAR-2/EGFR/TLR4の密
接な関連性について概説する。
Ⅱ．プロテアーゼ活性化型受容体 （protease-
activated receptors: PARs）
　PARs は G 蛋白共役型受容体（G protein-coupled 
receptor: GPCR）ファミリーに属する７回膜貫通型
受容体である。７つのαへリックス構造が細胞質膜
を貫通し，N 末端は細胞外に，そして C 末端領域
は細胞内に位置する。その活性化メカニズムはセリ
ンプロテアーゼによって細胞外に露出している N 
末端ペプチド鎖が特定部位で切断され，新しく作り
出された N 末端構造が tethered ligand として受容
体自身を活性化する（図１）。
Ⅲ．G タンパク質
　G タンパク質グアニンヌクレオチド結合タンパク
質（guanine nucleotide-binding proteins：G 
proteins）の略称であり，細胞内の生化学的反応をグ
アノシン三リン酸 （GTP）をグアノシン二リン酸 
（GDP）へ切り替えるスイッチである。GCPR に共役
している G タンパク質はα，β，γの三つのサブユ
ニットの複合体（ヘテロ三量体 G タンパク質）であ
り，βとγサブユニットは常に複合体で挙動する。
GCPR にリガンドが結合し活性化すると，Gαは GDP
 
図１. Neutroplhil proteaseによる protease-activated receptorの活性化と G タンパク質
の挙動 
 Neutrophil elastaseにより N 末端ペプチド鎖が切断され，protease-activated receptor
が活性化される。その後，G タンパク質が活性型へ変化する。Gα: GTP-binding protein α 
subunit, GDP: guanine diphosphate, GTP: guanine triphosphate. 
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図１．Neutroplhil protease による protease-
　　activated receptor の活性化と G タンパク質
の挙動
　Neutrophil elastase により N 末端ペプチド鎖が
切断され，protease-act vated rec ptor が活性化さ
れる。その後，G タンパク質が活性型へ変化する。
G α : GTP-binding protein α subunit, GDP: guanine 
diphosphate, GTP: guanine triphosphate.
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図３．Phospholipase C （PLC)によるイノシトール 1,4,5-トリスリン酸 (IP3)の切離 
 PLCによるホスファチジルイノシトール4,5-ビスリン酸 (PIP2)のイノシトール1,4,5-トリ
スリン酸 (IP3)の切離により，IP3は細胞質ゾルへ放出され，ジアシルグリセロール (DAG)
は膜内に残存する。DAG: diacylglycerol, PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, 
IP3: inositol trisphosphate, PKC: protein kinase C，PLC: phospholipase C. 
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図３．Phospholipase C （PLC） によるイノシトー
ル1,4,5- トリスリン酸 （IP3）の切離
　PLC によるホスファチジルイノシトール4,5-
ビスリン酸 （PIP2）のイノシトール1,4,5- トリス
リン酸 （IP3）の切離により，IP3は細胞質ゾルへ
放出され，ジアシルグリセロール （DAG）は膜
内 に 残 存 す る。DAG: diacylglycerol, PIP2 :  
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, IP3 :  
inositol trisphosphate, PKC: protein kinase C，
PLC: phospholipase C.
 
図２．PAR-2の活性化に伴う phospholipase Cの活性化 
PAR-2の活性化に伴い Gαと Gβγが解離し Gαを介して phospholipase C (PLC)が活性化する。
GDP: guanine diphosphate, GTP: guanine triphosphate, Gα: GTP-binding protein α 
subunit, PAR: protease-activated receptor, PLC: phospholipase C. 
. 
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図２．PAR-2の活性化に伴う phospholipase C
の活性化
　PAR-2の活性化に伴い G αと G βγが解離し G α
を介して phospholipase C （PLC）が活性化する。
GDP: guanine diphosphate, GTP: guanine 
triphosphate, G α : GTP-binding protein α subunit, 
PAR: protease-act ivated receptor ,  PLC: 
phospholipase C.
 
 
 
図４．Phospholipase C (PLC)活性化に伴う Ca2+の動員と protein kinase C (PKC)の活性化 
 PLC活性化により細胞質内へ遊離した IP3は粗面小胞体（ER）の IP3受容体に結合すると ER
内から細胞質へ Ca2+が放出される。また，Ca2+により PKCが活性化される。更に DAGにより
PKCの活性化が起こる。 DAG: diacylglycerol, ER: endoplasmic reticulum, PIP2: 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, IP3: inositol trisphosphate, PKC: protein 
kinase C, PLC: phospholipase C. 
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図４．Phospholipase C （PLC） 活性化に伴う Ca2+
の動員と protein kinase C （PKC）の活性化
　PLC 活性化により細胞質内へ遊離した IP3は粗
面小胞体（ER）の IP3受容体に結合すると ER 内
から細胞質へ Ca2+ が放出される。また，Ca2+ に
より PKC が活性化される。更に DAG により
PKC の活性化が起こる。 DAG: diacylglycerol, 
ER: endoplasmic reticulum, PIP2 :  phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate, IP3 : inositol trisphosphate, 
PKC: protein kinase C, PLC: phospholipase C.
を GTP へ交換し，さらに Gβγから解離し活性型と
なる（図１）。解離した Gαと Gβγはそれぞれの効果
器にシグナルを伝える。ヒト好中球エラスターゼ
（human neutrophil elastase: HNE）刺激で活性化し
た PAR-2は Gαを介して phospholipase C （PLC）を
活性化する（図２）。PLC は，リン酸エステル基の
直前でリン脂質を切断する酵素群の総称である。
Ⅳ．Phospholipase C （PLC）
　G αにより活性化した PLC により，ホスファチジ
ルイノシトール4,5- ビスリン酸 （PIP2） はジアシル
グリセロール （DAG） およびイノシトール1,4,5-
トリスリン酸 （IP3） へと切断される。DAG は膜に
結合したまま留まり，IP3は細胞質ゾルへと放出さ
れる（図３）。次に，IP3は細胞質ゾルを介して拡散
し，小胞体 （ER） にある特有のカルシウムチャネ
ルであるイノシトールトリスリン酸受容体（inositol 
trisphosphate receptor: IP3R）に結合する。これに
よって，Ca2+ の細胞質ゾル濃度が上昇し，細胞内
変化および活性化のカスケードが引き起こされる。
加えて，Ca2+ および DAG はプロテインキナーゼ C 
（protein kinase C: PKC）を活性化する（図４）。
PKC はその他のタンパク質分子をリン酸化し，細
胞活性を変化させる。ヒト末梢血単球をヒト好中球
エラスターゼ（human neutrophil elastase: HNE）
で刺激すると IL-10 mRNA の発現が増強する。し
かし，phospholipase C inhibitor （U73122）で前処
置すると HNE 刺激による IL-10 mRNA の発現が
減弱する（図５）ことを我々は報告した８）。
01-01-p01-15cs6.indd   3 2017/04/27   14:42:11
4 山 口 　 類 他
Ⅴ．Protein kinase C （PKC）
　PKC はセリン・スレオニンキナーゼの１つで， 
細胞質に80％，細胞膜に20％が存在する。また
PKC は3つのサブタイプに分類される（表２）。表
３に示す PKC アイソフォーム選択的阻害剤を用い
て，HNE 刺激におけるヒト末梢血単球の IL-10 
mRNA の発現を検索した。その結果，Ro-318425 
（conventional PKC inhibitor） 及 び PKC θ/δ 
inhibitor により HNE 刺激による IL-10 mRNA の
発現が抑制されることが判明した（図６）。
Ⅵ．Protease-activated receptors （PARs） と
各種 proteases の相互関係
　PARs ファミリーは，PAR-1，PAR-2，PAR-3，
PAR-4に分類される。好中球由来のプロテアーゼ
には , elastase, proteinase 3, Cathepsin G などが含
まれる。これらのプロテアーゼで活性化される
PARs は限定される（表１）。実際に，transwell 
system を 用 い て， 上 層 に phorbol 12-myristate 
13-acetate （PMA）刺激で活性化したヒト好中球，
そして細胞が通過不可能な半透膜を隔てた下層にヒ
ト末梢血単球を置いて，単球における各種サイトカ
インの mRNA の発現を RT-PCR 法にて比較検討
すると， 活性化好中球刺激群と HNE 単独刺激群で
は IL-10及び IFN-γ mRNA の発現（図７）に有意
差が認められた９）。
 
 
図５．U-73122 (PLC inhibitor)による IL-10 mRNA発現の抑制効果 
 ヒト末梢血単球を HNEで刺激すると，IL-10 mRNAが発現する。しかし，PLC inhibitorで
ある U-73122で前処置を行うと，IL-10 mRNAの発現が有意に抑制された。 
PCR産物はβ actinで補正し，relative densityとした。HNE: human neutrophil elastase, 
PLC: phospholipase C, TAPI-1; TACE/ADAM17 inhibitor. Data=mean + S.E. n=3 ＊P<0.01; 
**P<0.05; N.S. not significant 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 
 
図 ５．U-73122 （PLC inhibitor） に よ る IL-10 
mRNA 発現の抑制効果
　ヒト末梢血単球を HNE で刺激すると，IL-10 
mRNA が発現する。しかし，PLC inhibitor であ
る U-73122で前処置を行うと，IL-10 mRNA の
発現が有意に抑制された。
　PCR 産物はβ actin で補正し，relative density
とした。HNE: human neutrophil elastase, PLC: 
phospholipase C, TAPI-1; TACE/ADAM17 
inhibitor . Data=mean±S.E. n=3 *P<0.01; 
**P<0.05; N.S. not significant
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．HNE刺激によるヒト末梢血単球の IL-10 mRNAの発現 
各種 PKCアイソフォーム選択的阻害剤（表３）による IL-10 mRNAの発現に及ぼす影響を示
す。Ro-318425 (conventional PKC inhibitor)及び PKCθ/δ inhibitor により IL-10 mRNA
の発現が有意に抑制される。PCR 産物はβ actin で補正し relative density とした。HNE: 
human neutrophil elastase, PKC: protein kinase C. Data=mean + S.E. n=3 *P<0.01 
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図６．HNE 刺激によるヒト末梢血単球の IL-10 
mRNA の発現
　各種 PKC アイソフォーム選択的阻害剤（表３）
による IL-10 mRNA の発現に及ぼす影響を示す。
Ro-318425 （conventional PKC inhibitor） 及 び
PKC θ / δ inhibitor により IL-10 mRNA の発
現が有意に抑制される。PCR 産物はβ actin で補
正 し relative density と し た。HNE: human 
neutrophil elastase, PKC: protein kinase C. 
Data=mean ± S.E. n=3 *P<0.01
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Ⅶ．IL-12p40
　IL-12は４つのαヘリックス構造からなるサイト
カインである。つまり，IL-12p35と IL-12p40から
なるヘテロ二量体（p70）と IL-12p40のホモ二量体
が存在する。IL-12p40はＴ細胞応答を制御する重
要なサイトカインの一つである10, 11）。また，IL-23 
（p40/p19） は IL-23p19と IL-12と共通のサブユニッ
トである IL-12p40で構成されている。また IL-23
は Th17細胞への分化を誘導し，Th17細胞の増殖・
維持に必要である12）。Lipopolysaccharide （LPS）
刺激により TLR を介して macrophages より IL-
12p40が 産 生 さ れ る13）。 し か し，HNE 刺 激 で は
macrophages に IL-12 mRNA の発現が認められな
いことを我々は報告した14）。そこで，ヒト末梢血単
球 を 用 い て GM-CSF-dependent macrophages を
作製し，LPS 刺激による IL-12p40の産生機序に関
する PAR-2/TLR のレセプター間の情報伝達の連
携について検索した。
 
 
 
図７．Transwell systemを用いた活性化好中球刺激によるヒト末梢血単球の各種サイトカイ
ン mRNAの発現 
Transwell systemの上層に PMA刺激で活性化したヒト好中球，そして細胞が通過不可能な
半透膜で隔てた下層にヒト末梢血単球を置いて，単球における各種サイトカインの mRNAの発
現を RT-PCR 法にて比較検討すると，活性化好中球刺激群と HNE単独刺激群では IL-10及び
IFN-γmRNAの発現に有意な差が認められた。PCR産物をβactinで補正し，relative density 
とした。HNE: human neutrophil elastase, IL: interleukin, TNF: tumor necrosis factor, 
IFN: interferon, PBMCs: peripheral blood mononuclear cells, PMA: phorbol 12-myristate 
13-acetate, RT-PCR; reverse transcription polymerase chain reaction. Data=mean + S.E. 
n=3, *P<0.01 
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図７．Transwell system を用いた活性化好中球刺激によるヒト末梢血単球の各種サイトカイン
mRNA の発現
　Transwell system の上層に PMA 刺激で活性化したヒト好中球，そして細胞が通過不可能な半
透膜で隔てた下層にヒト末梢血単球を置いて，単球における各種サイトカインの mRNA の発現を
RT-PCR 法にて比較検討すると，活性化好中球刺激群と HNE 単独刺激群では IL-10及び IFN- γ
mRNA の発現に有意な差が認められた。PCR 産物をβ actin で補正し，relative density とした。
HNE: human neutrophil elastase, IL: interleukin, TNF: tumor necrosis factor, IFN: interferon, 
PBMCs: peripheral blood mononuclear cells, PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate, RT-PCR; 
reverse transcription polymerase chain reaction. Data=mean ± S.E. n=3, *P<0.01
表１．好中球由来のプロテアーゼとそれに反応する各種
PARs との相互関係
PARs: Protease-activated receptors
PARs Proteases
PAR-1 Elastase Cathepsin G
PAR-2 Elastase Cathepsin G Proteinase 3
PAR-3
PAR-4 Cathepsin G
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Ⅷ．マクロファージの分化と PAR-2の発現
　Granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor （GM-CSF） に よ り monocytes は
macrophages へと分化する。GM-CSF-dependent 
macrophages を用いた研究では，通常 GM-CSF 添
加・培養７日後の macrophages が実験に使用され
ている。我々はヒト末梢血単球分離後，３日目の
 
a.                                  b. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．GM-CSF刺激におけるマクロファージの分化過程におけるタンパク分画の経日的推移 
 ヒト末梢血単球を GM-CSFで刺激した培養細胞の細胞融解液の CBB染色による経日的推移を
示す。培養０日目と９日目では顕著な相違が認められた。(a)培養０日～９日目の CBB染色  
(b)monocytesと GM-CSF-dependent macrophages（9 day of culture）の比較 CBB: coomassie 
brilliant blue, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. 
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図８．GM-CSF 刺激におけるマクロファージの分化過程におけるタンパク分画の経日的推移
　ヒト末梢血単球を GM-CSF で刺激した培養細胞の細胞融解液の CBB 染色による経日的推移を
示す。培養０日目と９日目では顕著な相違が認められた。（a）培養０日～９日目の CBB 染色　　
（b）monocytes と GM-CSF-dependent macrophages（9 day of culture） の 比 較　CBB: 
coomassie brilliant blue, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.
表２．PKC の分類とその isoforms
PKC subfamily     Isoforms Activating factors
conventional-PKC α βⅠ βⅡ γ Ca2+, DAG. PS 
novel-PKC δ ε η θ DAG, PS
atypical-PKC ζ ι PS
Ca2+: calcium
DAG: diacylglycerol
PS: phosphatidylserine
表３．PKC isoforms とそのアイソフォーム選択的阻害剤
Reagents   PKC isoforms
Ro318425 PKC β I PKC β II PKC γ 
Go6976 PKC β I
Go 6983 PKC β I  PKC γ PKC δ
CGP41251 PKC β I PKC β II PKC γ PKC δ 
PKC θ / δ　inhibitor PKC δ PKC θ 
PKC: protein kinase C
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adherent monocytes に GM-CSF（10 ng）を添加し，
そして６日目に培養液を交換し，更に GM-CSF（10 
ng）を添加し，９日目の培養細胞を GM-CSF-
dependent macrophages として我々の実験に用い
た15）。このような分化過程におけるタンパク分画の
経日的変化を CBB 染色（coomassie brilliant blue 
staining）で検索すると，図８に示すような経日的
タンパク分画の推移が得られた。培養０日目と９日
目のタンパク分画に著明な相違が認められる。また，
macrophages の分化に伴い各種の表面マーカーが
表 出 す る。 そ の 代 表 的 表 面 マ ー カ ー で あ る
mannose receptor （CD206）の発現（図９）も経日
的に増加していることが確認された16）。また，
macrophages の分化に伴い PAR-2が経日的に増加
する（図10）こと，また培養７日目と９日目の
PAR-2の発現には有意な差が認められた17）。
Ⅸ．LPS 刺 激 に よ る GM-CSF-dependent
　　macrophages の IL-12p40産生に対する
　　HNE の増強効果
　Human neutrophil elastase （HNE） 刺 激 で GM-
CSF-dependent macrophages （9 day of culture）の
IL-12p40の産生は誘導できない。Lipopolysaccharide 
（LPS）で刺激すると IL-12p40が産生誘導される。 
興味深いことに GM-CSF-dependent macrophages
を HNE で６時間前処置を行い，更に LPS で６時間
刺激を行う（HNE ＋ LPS 刺激群）と，LPS 単独刺
激群と比較して，IL-12p40の産生が有意に増強する
（図11）ことを我々は報告した17，18）。また HNE 前処
置による IL-12p40の増強効果は用量依存性であった
（図12）。この増強効果について，PAR-2 agonists で
あ る neutrophil protease: HNE と chemical agonist: 
AC-264613 を用いて，それらの IL-12p40産生増強効
果を比較した18）。その結果，増強効果は AC-264613
では認められなかった（図13）。
a. 
 
 
 
 
 
b. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９．GM-CSF-dependent macrophagesにおける mannose receptor (CD206)発現の経日的推移 
 CD206の発現の western blottingによる経日的変化を示す。(a) Representative blot (b) 
Arbitrary density units  GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 
CD; cluster of differentiation, CD206: mannose receptor. 
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図 ９．GM-CSF-dependent macrophages に お
ける mannose receptor （CD206）発現の経
日的推移
　CD206の発現の western blotting による経日的変
化を示す。（a）Representative blot （b）Arbitrary 
density units  GM-CSF: granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor, CD; cluster of 
differentiation, CD206: mannose receptor.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１０．GM-CSF-dependent macrophagesにおける PAR-2の経日的発現動態 
GM-CSF刺激による macrophagesの細胞溶解液中の経日的 PAR-2濃度の変化を
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)で測定した。GM-CSF: granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor, PAR-2: protease-activated receptor 2. Data=mean + S.E. n=3, 
*P<0.01; **P<0.05; N.S. not significant 
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図10．GM-CSF-dependent macrophages に お
ける PAR-2の経日的発現動態
　GM-CSF 刺激による macrophages の細胞溶解
液 中 の 経 日 的 PAR-2濃 度 の 変 化 を enzyme-
linked immunos bent assay（ELISA）で測定し
た。GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, PAR-2: protease-activated 
receptor 2. Data=mean ± S.E. n=3, *P<0.01; 
**P<0.05; N.S. not significant
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Ⅹ．LPS 刺激による IL-12p40産生と TLR4
　GM-CSF-dependent macrophages （9 day of 
c u l t u r e ） を E s c h e r i c h i a  c o l i  0 1 1 1 : B 4 
lipopolysaccharide （10 ng）で６時間刺激すると
IL-12p40が産生される。しかし，HNE （50μM）で
６時間前処置を行うと IL-12p40の産生増強効果が
認められる。LPS 刺激によるシグナルは主に TLR4
を介することが報告されている19）。今回我々は，
TLR4 siRNA を 導 入 し た GM-CSF-dependent 
macrophages では HNE + LPS 刺激群で IL-12p40
産生が有意に減少することを確認した（図14）。
Ⅺ．LPS 刺激による IL-12p40産生と PAR-2
　LPS 刺激による IL-12p40産生の増強効果が HNE
前処置で認められた。HNE 刺激は PAR-2を介して
シグナルが伝達されるため，まず PAR-2 siRNA を
導 入 し た GM-CSF-dependent macrophages を
HNE で前処置し，そして LPS で刺激すると IL-
12p40の産生増強効果は軽減する（図15）。また，
足 場 タ ン パ ク 質（scaffold protein） で あ る β
arrestin　220）はリガンドにより活性化された PAR-2
の G タンパク質共役型受容体（GPCR）に結合する
ことで GCPR の脱感作を促すことが知られている。
一方，G タンパク質非依存性の細胞内シグナル伝達
を 活 性 化 さ せ る こ と が 明 ら か と な り，biased 
ligands という新たな概念が提唱された21）。そこで，
HNE 刺 激 に よ る IL-12p40の 産 生 増 強 効 果 に β
arrestin 2が関与しているかどうかを検証するため
に， β arrestin 2 siRNA を 導 入 し た GM-CSF-
dependent macrophages の LPS 刺激を試みた。そ
の結果，IL-12p40産生増強効果が軽減された。ま
 
 
図１１．LPS刺激による IL-12p40産生に対する HNEの増強効果 
 GM-CSF-dependent macrophages (9 day of culture)を LPS(10 ng)で６時間刺激すると
IL-12p40が産生される。しかし，HNE(50 μM)で macrophagesを６時間前処置し，その後 LPS 
(0, 5, 10 , 20, 50ng)で刺激し６時間後の細胞融解液中の IL-12p40濃度を測定すると，LPS
単独刺激群に比較して，HNE+LPS刺激群では有意な増強効果が認められた。GM-CSF: 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, HNE: human neutrophil elastase, 
LPS: lipopolysaccharide. Data=mean + S.E. *P<0.01; N.S. not significant 
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図１２．LPS刺激による IL-12p40産生に対する HNEの用量依存性増強効果 
 GM-CSF-dependent macrophages (9 day of culture)を HNE (0, 5, 10, 20, 50 μM)で前処置
（６時間）し，LPS (10 ng)で６時間刺激後の IL-12p40産生能を検索すると，HNEの用量依存性
増強効果が認められた。GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, HNE: 
human neutrophil elastase, LPS: lipopolysaccharide. Data=mean + S.E. *P<0.01; **P<0.05 
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図12．LPS 刺激による IL-12p40産生に対する
HNE の用量依存性増強効果
　GM-CSF-dependent macrophages （9 day of 
culture）を HNE （0, 5, 10, 20, 50μM）で前処置
（６時間）し，LPS （10 ng）で６時間刺激後の IL-
12p40産生能を検索すると，HNE の用量依存性
増強効果が認められた。GM-CSF: granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, HNE: 
human neutrophil elastase, LPS: lipopolysaccharide. 
Data=mean ± S.E. *P<0.01; **P<0.05
図11．LPS 刺激による IL-12p40産生に対する
HNE の増強効果
　GM-CSF-dependent macrophages （9 day of 
culture）を LPS（10 ng）で６時間刺激すると
IL-12p40が 産 生 さ れ る。 し か し，HNE（50μ
M）で macrophages を６時間前処置し，その後
LPS （0, 5, 10, 20, 50ng）で刺激し６時間後の細
胞融解液中の IL-12p40濃度を測定すると，LPS
単独刺激群に比較して，HNE+LPS 刺激群では
有 意 な 増 強 効 果 が 認 め ら れ た。GM-CSF: 
granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor, HNE: human neutrophil elastase, LPS: 
lipopolysaccharide. Data=mean ± S.E. *P<0.01; 
N.S. not significant
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た PAR-2を 介 し て extracellular signal-regulated 
kinase（ERK）により IL-8が産生されることが報
告22）されている。そのため，本研究では ERK1/2 
siRNA を 導 入 し た GM-CSF-dependent 
macrophages を LPS で刺激する実験を試みた。そ
の結果，ERK1/2 siRNA によりは HNE による IL-
12p40産生増強効果が抑制された（図15）。
Ⅻ．Protease-activated receptors （PARs） と
reactive oxygen species （ROS）
　PARs の活性化に伴う ROS の産生が報告されて
いる23）。ROS の生成制御には，刺激に応答して酸素
分 子 か ら ROS を 生 成 す る nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate （NADPH）oxidase（Nox）
が極めて重要な役割を果たす。p22phox （phagocyte 
oxidase: phox）は NADPH oxidase の構成ユニット
のひとつである24）。そこで，本研究では p22phox
が HNE による IL-12p40の産生増強効果に関与し
ているのかどうかを検証した。p22phox siRNA を
導 入 し た GM-CSF-dependent macrophages を 用
いて HNE による IL-12p40の産生増強効果につい
て検索した結果，p22phox が相乗効果に関連性が
あることが判明した（図15）。
 
 
図１３．LPS刺激による IL-12p40の産生に対する PAR-2 agonists(HNE, AC-264613)の増強効
果の比較 
 GM-CSF-dependent macrophages (9 day of culture)を LPS (10 ng)で刺激すると IL-12p40
が産生される。HNE (50 μM)では IL-12p40の産生増強効果が認められたが，AC-264613 (10 μ
M)ではその効果は認められなかった。HNE: human neutrophil elastase, LPS: 
lipopolysaccharide. Data=mean + S.E. *P<0.01 
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図13．LPS 刺激による IL-12p40の産生に対する
PAR-2 agonists（HNE, AC-264613） の 増
強効果の比較
　GM-CSF-dependent macrophages （9 day of 
culture）を LPS （10 ng）で刺激すると IL-12p40が
産生される。HNE （50μM）では IL-12p40の産
生増強効果が認められたが，AC-264613 （10μM）
ではその効果は認められなかった。HNE: human 
neutrophil elastase, LPS: lipopolysaccharide. 
Data=mean ± S.E. *P<0.01
 
 
図１４．TLR4 siRNAの LPS刺激による IL-12p40産生に対する影響 
 GM-CSF-dependent macrophages (9 day of culture)を LPS (10 ng)で６時間刺激すると
IL-12p40が産生される。しかし，HNE (50 μM)で６時間前処置を行うと LPS刺激後の IL-12p40
産生が増強する。しかし，TLR4 siRNAを導入した GM-CSF-dependent macrophagesでは HNE+LPS
群でも IL-12p40の産生増強効果は認められなかった。GM-CSF: granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor, HNE: human neutrophil elastase, LPS: lipopolysaccharide, 
TLR: toll-like receptor, si: small interfering. Data=mean + S.E. *P<0.01; N.S. not 
significant 
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図14．TLR4 siRNA の LPS 刺激による IL-12p40
産生に対する影響
　GM-CSF-dependent macrophages （9 day of 
culture）を LPS （10 ng）で６時間刺激すると
IL-12p40が産生される。しかし，HNE （50μM）
で６時間前処置を行うと LPS 刺激後の IL-12p40
産生が増強する。しかし，TLR4 siRNA を導入し
た GM-CSF-dependent macrophages では HNE+LPS
群でもIL-12p40の産生増強効果は認められなかっ
た。GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, HNE: human neutrophil 
elastase, LPS: lipopolysaccharide, TLR: toll-like 
receptor, si: small interfering. Data=mean ± S.E. 
*P<0.01; N.S. not significant
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ⅩⅢ．Dual oxidase（DUOX）と protease-activated 
receptors （PARs）
　ROS の 生 成 制 御 に は，nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate （NADPH）oxidase（Nox）
が極めて重要な役割を果たす。これらの Nox に加
えて，遠縁のオキシダーゼとして２種類の dual 
oxidase 1 （DUOX-1）, dual oxidase 2 （DUOX-2）
が存在する。つまり Nox ファミリー分子は，ヒト
では５種類の Nox（Nox1～ 5）と２種類の Duox
（dual oxidase）が存在する。DUOX の名称は C 末
端 側 に HADPH oxidase，N 末 端 側 に peroxidase
をもつ（dual oxidase）ことに由来する（図16）。
そ こ で，DUOX-2 siRNA を 導 入 し た GM-CSF-
dependent macrophages を HNE で前処置を行い，
更に LPS で刺激すると IL-12p40の産生増強効果が
有意に消失した（図17）。このことより，DUOX-2
が HNE の IL-12p40産生増強効果に重要な役割を
演じていることが判明した。
ⅩⅣ．Epidermal growth factor receptor （EGFR）
と protease-activated receptors （PARs）
　PAR-2と TLR4間の情報伝達に EGFR が関与し
ているかどうかを検索する目的で，EGFR siRNA
を 導 入 し た GM-CSF-dependent macrophages を
HNE で前処置し，その後 LPS で刺激した場合 IL-
12p40の産生増強効果は認められなかった。従って，
 
 
図１５．PAR-2, βarrestin 2, p22phox, ERK1/2 siRNAの HNEの IL-12p40産生増強効果に
及ぼす影響 
 PAR-2, βarrestin 2, p22phox, ERK1/2 siRNAを導入した GM-CSF-dependent macrophages 
(9 day of culture)を HNE及び LPSで刺激した場合の IL-12p40産生増強効果に及ぼす影響を
検討した。ERK: extracellular signal-regulated kinase, HNE: human neutrophil elastase, 
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, LPS: lipopolysaccharide. 
Data=mean + S.E. n=3 *P<0.01; **P<0.05; N.S. not significant 
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図15．PAR-2, β arrestin 2, p22phox, ERK1/2 
siRNA の HNE の IL-12p40産生増強効果に
及ぼす影響
　PAR-2, β arrestin 2, p22phox, ERK1/2 siRNA
を導入した GM-CSF-dependent macrophages （9 
day of culture）を HNE 及び LPS で刺激した場
合の IL-12p40産生増強効果に及ぼす影響を検討
した。ERK: extracellular signal-regulated kinase, 
HNE: human neutrophil elastase, GM-CSF: 
granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor, LPS: lipopolysaccharide. Data=mean±S.E. 
n=3 *P<0.01; **P<0.05; N.S. not significant
 
a. 
 
b. 
 
 
図１６．Dual oxidase (DUOX)の構造 
 DUOXファミリーの N末端側は細胞外に位置するペルオキシダ－ゼ様ドメインをコードして
いる。C末端側には FAD結合部位及び NADPH結合部位が存在する。DUOXファミリーは H2O2を
生成する。(a) 構造図 (b) 遺伝子上の各ドメインの配列 DUOX: dual oxidase, FAD: flavin 
adenine dinucleotide, NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
図16．Dual oxidase （DUOX）の構造
　DUOX ファミリーの N 末端側は細胞外に位置
するペルオキシダーゼ様ドメインをコードしてい
る。C 末端側には FAD 結合部位及び NADPH 結
合部位が存在する。DUOX ファミリーは H2O2
を生成する。（a） 構造図　（b） 遺伝子上の各ドメ
インの配列　DUOX: dual oxidase, FAD: flavin 
adenine dinucleotide, NADPH: nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate.
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こ の IL-12p40産 生 増 強 効 果 に は PAR-2/EGFR/
TLR4間の情報伝達が深く関与していることが示唆
された。TLR のシグナルはそのアダプター分子で
あ る tumor necrosis factor receptor-associated 
factor 6 （TRAF6）を介して Src （proto-oncogene 
tyrosine-protein kinase Src）family kinase へ伝達
さ れ る25）。 そ こ で , TRAF6 siRNA を GM-CSF-
dependent macrophages に導入すると HNE による
IL-12p40の産生増強効果が認められなかった（図
17）。以上の結果より，LPS 刺激による IL-12p40の
産 生 に は，HNE 前 処 置 に 伴 う PAR-2/EGFR/
TLR4の transactivation が重要な役割を演じている
ことが判明した17）。また，PAR-2を介して PLC 及
び PKC が活性化される。PLC/Ca2+ 26）や PKC27）が
DUOX-2を活性化することが報告されている（図
18）。DUOX-2の活性化により H2O2が産生される。
プロテアーゼには細胞外作用型と細胞内作用型の２
種類がある。細胞外作用型のうち膜結合型メタロプ
ロテアーゼである A disintegrin and metalloproteinase 
（ADAM）ファミリーは細胞表面タンパク質のシェ
ディング酵素（shedding enzyme）として注目され
るようになった28, 29）。ADAM17は H2O2により活性
化され L-selectin の shedding を引き起こす30）。ま
た，ADAM17は EGFR ligands の shedding を起こ
すことが報告された31）。従って，DUOX-2の活性化
に伴い産生された H2O2により EGFR ligands の
shedding により EGFR へのシグナルが伝達される
ことが想定される（図19）。以上のように，PAR-
2/EGFR/TLR4の transactivation の存在が示唆さ
れた。次に HNE 刺激により活性化する PAR-2の
どの下流シグナル伝達系が重要であるかを検討する
目的で，GM-CSF-dependent macrophages （9 day 
of culture）を U73122（PLC inhibitor）及び Rottlerin 
（PKC inhibitor）で前処置を行い HNE 及び LPS で
刺激すると，IL-12p40の産生増強効果が消失する
ことが判明した（図20）。
 
 
図１７．DUOX-2, EGFR, TLR4, TRAF6 siRNA導入による IL-12p40産生抑制作用 
 DUOX-2, EGFR, TLR4, TRAF6 siRNA を導入した GM-CSF-dependent macrophages (9 day of 
culture)を HNEで前処置し，そして LPS刺激を行うと，IL-12p40の産生増強効果が抑制され
る。DUOX: dual oxidas, EGFR: epidermanl growth factor receptor, GM-CSF: 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, HNE: human neutrophil elastase, 
TLR: toll-like receptor, TRAF6: tumor necrosis factor α-associated receptor. 
Data=mean + S.E. n=3 *P<0.01； **P<0.05 
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図17．DUOX-2, EGF , TLR4, TRAF6 siRNA 導
入による IL-12p40産生抑制作用
　DUOX-2, GFR, TLR4, TRAF6 siRNA を導入
し た GM-CSF-dependent macrophages （9 day 
of culture）を HNE で前処置し，そして LPS 刺激
を行うと，IL-12p40の産生増強効果が抑制される。
DUOX: dual oxidas, EGFR: epidermanl growth 
factor receptor, GM-CSF: granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor, HNE: human neutrophil 
elastase, TLR: toll-like receptor, TRAF6: tumor 
necrosis factor α -associated receptor. Data=mean 
± S.E. n=3 *P<0.01； **P<0.05
 
 
 
図１８．Ca2+及び活性化 PKCによる DUXO-2の活性化 
 Ca2+或いは Ca2+や DAGにより活性化した PKCによる DUOX-2の活性化機序。 
Ca2+: calcium, DAG: diacylglycerol，DUOX- dual oxidase, ER: endoplasmic reticulum,  
PKC: protein kinase C． 
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図18．Ca2+ 及び活性化 PKC による DUXO-2の
活性化
　Ca2+ 或いは Ca2+ や DAG により活性化した PKC
による DUOX-2の活性化機序。
Ca2+: calcium, DAG: diacylglycerol，DUOX- dual 
oxidase, ER: endoplasmic reticulum, PKC: 
protein kinase C．
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ⅩⅤ．結語
　LPS 刺激による IL-12p40の産生は，HNE を介す
る PAR-2/EGFR/TLR4の transactivation により増
強される（図21）。
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図１９．ADAM metalloproteaseの活性化と EGFR ligandの shedding 
 DUOX-2の活性化により産生された H2O2が ADAM metalloproteaseを活性化させ，EGFR ligand
を切断（shedding）する。ADAM: A disintegrin and metalloproteinase, DUOX::dual oxidase, 
Ｃa2+: calcium, EGFR: epidermal growth factor receptor. 
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図19．ADAM metalloprotease の活性化と EGFR 
ligand の shedding
　DUOX-2の 活 性 化 に よ り 産 生 さ れ た H2O2が
ADAM metalloprotease を活性化させ，EGFR ligand
を切断（shedding）する。ADAM: A disintegrin and 
metalloproteinase, DUOX::dual oxidase, Ｃa2+: calcium, 
EGFR: epidermal growth factor receptor.
 
 
図２０ PLC及び PKCの HNEによる IL-12p40産生増強効果に及ぼす影響 
 U73122 (PLC inhibitor)及び Rottlerin (PKC inhibitor)で前処置を行った
GM-CSG-dependent macrophages (9 day of culture)を HNEと LPSで刺激した場合，IL-12p40
の産生増強効果が消失する。GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 
HNE: human neutrophil elastase, PLC: phospholipase C, PKC: protein kinase C. Data=mean 
+ S.E. n=3 *P<0.01; **P<0.05; N.S. not significant 
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図20．PLC 及 び PKC の HNE に よ る IL-12p40
産生増強効果に及ぼす影響
　U73122 （PLC inhibitor）及び Rottlerin （PKC 
inhibitor）で前処置を行った GM-CSG-dependent 
macrophages （9 day of culture）を HNE と LPS
で刺激した場合，IL-12p40の産生増強効果が消失
する。GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, HNE: human neutrophil 
elastase, PLC: phospholipase C, PKC: protein 
kinase C. Data=mean ± S.E. n=3 *P<0.01; 
**P<0.05; N.S. not significant
 
 
図２１．PAR-2/EGFR/TLR4の transactivation 
 想定されるレセプター間の transactivationの機序。 
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図21．PAR-2/EGFR/TLR4の transactivation
　想定されるレセプター間の transactivation の
機序。
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Transactivation of cell surface receptor PAR-2/EGFR/TLR4
　
Rui YAMAGUCHI and Yasuo YAMAGUCHI
　Proteinase-activated receptor 2 （PAR-2） and toll-like receptor 4 （TLR4） are involved in innate 
immune responses and signaling cross-talk between these receptor molecules has the critical role 
to augment an ongoing inflammatory response. GM-CSF upregulates PAR-2 expression by 
macrophages in a time-dependent manner. Lipopolysaccharide （LPS） enhances IL-12p40 
production by macrophages in a concentration-dependent manner. While human neutrophil 
elastase （HNE） does not induce IL-12p40 production, pretreatment of macrophages with HNE 
synergistically increases the IL-12p40 protein level after LPS exposure. Silencing of TLR4 with 
small interfering RNA （siRNA） blunts the synergistic enhancement of IL-12p40 by HNE 
combined with LPS. Phospholipase C: PLC inhibitor （U73122） and protein kinase C: PKC inhibitor 
（Rottlerin） inhibits the increased production of IL-12p40. β -arrestin 2 modulates G-protein- 
coupled receptor （GPCR） endocytosis and triggers ERK1/2 activation. PKC contributes to activate 
NADPH oxidases. Silencing of β -arrestin 2, p22phox, DUOX2 or ERK1/2 also inhibited an 
increase of IL-12p40. TLR4 signaling requires tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
（TRAF6）. Transfection of macrophages with small interfering RNA duplexes for TRAF6 
significantly blunts the increase of IL-12p40 in response to treatment with HNE plus LPS.
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